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_Resumo
A tuberculose multir resistente continua a ser um dos pr incipais desaf ios 
no controlo da Tuberculose em Por tugal. Os métodos de diagnóstico e 
v igi lância clássicos são trabalhosos, muito demorados e nem sempre fá-
ceis de interpretar. A introdução de metodologias moleculares permitiu 
ultrapassar alguns destes obstáculos, mas, sendo l imitada no número de 
alvos genéticos que anal isa, não permite uma anál ise completa das carac-
ter ísticas das estirpes de M. tuberculosis isoladas. Para ultrapassar esta 
questão, t ivemos como objectivo a implementação de uma metodologia 
baseada na sequenciação total do genoma que, para além de permitir um 
screening de todas as mutações conhecidas associadas a resistência, 
permite fazer uma vigi lância molecular das estirpes com uma sensibi l ida-
de muito elevada, possibi l i tando a intervenção das Autor idades de Saúde 
de forma atempada e otimizada. O Laboratór io Nacional de Referência de 
Micobactér ias/Tuberculose do Insti tuto Nacional de Doutor Ricardo Jorge 
está, neste momento, capacitado para responder ef icazmente a estas 
necessidades garantindo um dignóstico e v igi lância em “ tempo real” de 
todas as estirpes de M. tuberculosis mult i r resistentes.
_Abstract
Mult idrug-resistant tuberculosis cont inues to be one of the main chal-
lenges for Tuberculosis´ control in Por tugal. Classical d iagnost ic and 
surve i l lance methods are labor ious, t ime-consuming and not a lways easy 
to interpret and per form. The introduct ion of molecular methodologies 
overcame some of these obstacles, but, as they are l imited in the number 
of genet ic targets analyzed, they do not a l low a complete analysis of the 
character ist ics of the isolated M. tuberculosis stra ins. As such, we a imed 
to implement a methodology based on whole genome sequencing that, in 
addit ion to enable the screening of a l l known mutat ions associated with 
resistance, i t makes i t possible to carr y out molecular surve i l lance of the 
stra ins with a very high sensi t iv i ty, a l lowing a t imely and opt imized inter-
vent ion of the Heal th Author i t ies. The Nat ional Reference Laboratory of 
Mycobacter ia / Tuberculosis is now capable of responding ef fect ive ly to 
these needs, ensur ing a "real t ime" diagnosis and surve i l lance of a l l mul-
t idrug resistant M. tuberculosis stra ins.
_Introdução
A Tuberculose (TB) continua a ser uma das principais causas 
de morte por doença infeciosa em todo o Mundo (1,2). Em 
2017, 10.4 milhões de pessoas adoeceram, 1.7 milhões mor-
reram da doença e, embora a incidência de TB tenha vindo 
a decrescer cerca de 2% por ano, o problema da resistência 
aos antibacilares e, em particular, da multirresistência, desa-
fia o cumprimento das metas de erradicação previstas pela 
Organização Mundial da Saúde (OMS) para 2030 (1). Com 
460 mil casos (~5% do total de casos diagnosticados) em 
2017 causados por estirpes de TB multirresistente (TB-MR, 
ou seja, resistentes a rifampicina e isoniazida), das quais, 
8,5% são também extensivamente resistentes (TB-XDR; isto 
é, TB-MR com resistência adicional a qualquer f luoroquinolo-
na e amicacina/canamicina ou capreomicina) e considerando 
que a transmissão pessoa-a-pessoa é a principal via de con-
tágio, a monitorização e controlo destes casos é fundamental 
para um programa de controlo de TB ter sucesso (2). Em Por-
tugal, a incidência de TB tem também vindo a diminuir nos 
últimos anos, com uma média de decréscimo de cerca de 
5% ao ano (3). De 2013 a 2017, cerca de 10.000 novos casos 
de TB foram notif icados à Direção-Geral da Saúde (DGS) e a 
proporção de doentes com TB-MR permaneceu estável, cor-
respondendo a 1% do total de casos diagnosticados (3,4). 
Tendo em consideração que a maioria das mortes por TB pode 
ser minimizada através do diagnóstico precoce e tratamen-
to adequado, a OMS propôs, em 2015, a expansão do diag-
nóstico laboratorial rápido como uma das cinco prioridades 
para combater a crise global de casos de TB resistente aos 
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antibacilares (1). Os testes fenotípicos, usando métodos con-
vencionais, podem levar até oito semanas para o isolamento 
e identificação das estirpes do complexo Mycobacterium tu-
berculosis (MTC) e duas a quatro semanas adicionais até que 
o perfil de resistência aos antibacilares seja conclusivo (5). 
Obviamente, a introdução de ferramentas de diagnóstico mo-
lecular para a detecção de resistência permite acelerar o diag-
nóstico da TB-M/XDR, evitando a disseminação da doença e 
permitindo opções terapêuticas dirigidas. Actualmente, exis-
tem já inúmeros testes moleculares que permitem a detecção 
rápida de mutações, mas o número de alvos genéticos pesqui-
sados é muito limitado. Por outro lado, as intervenções dire-
cionadas para interromper cadeias de transmissão exigem um 
conhecimento epidemiológico exaustivo e fundamentado que 
só pode ser conseguido aliando a informação genética à in-
formação resultante da investigação epidemiológica. Por estes 
motivos, têm sido inúmeros os desenvolvimentos laborato-
riais na área da vigilância molecular da TB e, atualmente, a se-
quenciação do genoma completo (whole genome sequencing 
- WGS) tem o potencial para se tornar a ferramenta de eleição 
para a genotipagem das estirpes do complexo MTC (6-9), for-
necendo informações genéticas abrangentes, incluindo todos 
os possíveis alvos genéticos que podem dar informações rá-
pidas sobre a resistência aos antibacilares e virulência das 
estirpes MTC (6,10-12). Para além disso, estão a ser desenvolvi-
dos esforços no sentido de permitir aplicar métodos baseados 
em WGS diretamente a partir da amostra clínica, passando-
se assim das 8 semanas necessárias ao crescimento das es-
tirpes de MTC, para um conhecimento genómico completo da 
mesma em menos de uma semana após colheita do produto 
biológico (13).
Desde 2014 que, em Portugal, existem centros específicos 
para o diagnóstico, consultoria, acompanhamento e tratamen-
to dos casos de TB-M/XDR. Estes centros permitem agilizar 
a ligação entre a investigação epidemiológica realizada pelas 
Autoridades de Saúde Pública e os dados laboratoriais que 
são obtidos de forma sistemática pelo Laboratório Nacional 
de Referência de Tuberculose (LNR-TB) do Instituto Nacional 
de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA). Dado que o LNR-TB 
recebe as estirpes isoladas de todos os doentes com TB-MR 
diagnosticada em Portugal (obrigatório desde 2007) (14), é de 
extrema importância definir um sistema de genotipagem mo-
lecular centralizado e robusto que mais rapidamente estabele-
ça a associação entre os dados genéticos e epidemiológicos, 
tendo em vista a deteção e monitorização em “tempo real” dos 
perfis de resistência e possíveis cadeias de transmissão. 
_Objetivo
O presente estudo descreve a implementação de uma abor-
dagem baseada em WGS, para a vigi lância da TB e deteção 
de mutações associadas à resistência aos antibaci lares, 
através da aval iação retrospetiva de todas as estirpes de 
TB-M/XDR isoladas nos últimos 5 anos em Por tugal.
_Materiais e métodos
Do total das cerca de 10.000 estirpes de MTC isoladas em 
Portugal entre 2013 e 2017, 96 eram casos de TB-M/XDR. 
Destas, 83 (86,5%) estavam disponíveis para análise sendo 
que os restantes casos foram diagnosticados apenas por 
biologia molecular não tendo havido isolamento da estirpe. 
Os testes de sensibilidade aos antibacilares (1ª e 2ª linha: 
Isoniazida, Rifampicina, Estreptomicina, Etambutol, Pirazina-
mida, Etionamida, Fluoroquinolonas, Canamicina, Amicacina, 
Linezolide, Cicloserina e PAS) e a genotipagem pelo método 
tradicional, Mycobacterium Interspersed Repetitive Units 
(MIRU-VNTR) foram efetuados de acordo com as indicações 
do fabricante. A metodologia de WGS foi realizada como des-
crito num estudo nosso recentemente publicado (12). Para 
a extração in si l ico dos perfis genéticos de resistência foi 
util izado o software bioinformático TB profiler v0.3.0 (12,15). 
A análise bioinformática usada para a vigilância com base 
em WGS assenta numa abordagem gene-a-gene (multi locus 
sequence typing) que tira partido de um conjunto de 3656 
genes de MTC (7,8) e utiliza os softwares de utilização livre 
chewBBACA (16) e PHYLOViZ disponíveis online (17).
 
Dado que o estabelecimento de valores de cutof f para 
proximidade genética é ainda um assunto em investigação, 
optámos por uma abordagem de cutof f relativa, a qual tem 
em conta o número de diferenças genéticas para um deter-
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minado denominador ( i.e., número de genes em anál ise). 
Por outro lado, este é um processo dinâmico pois o próprio 
conhecimento de l inks epidemiológicos contr ibui para a 
def inição de se determinada distância genética é próxima 
ou distante.  
_Resultados e discussão
O presente estudo descreve a implementação de uma meto-
dologia de vigilância laboratorial baseada em WGS, tendo 
em conta a exigência supranacional, a curto prazo, da subs-
tituição dos métodos tradicionais de genotipagem por MIRU-
-VNTR por uma abordagem assente na sequenciação do 
genoma completo. Para além de permitir analisar a totalidade 
do genoma para determinar potenciais cadeias de transmis-
são, esta metodologia permite, simultaneamente, a deteção 
dos vários marcadores genéticos de resistência (figura 1). 
Para este efeito, 83 estirpes de TB-M/XDR isoladas entre 2013 
e 2017, foram caracterizadas por MIRU-VNTR e por WGS em 
simultâneo. Este é o primeiro estudo a ser realizado em Portu-
gal com estes objetivos específicos e envolve todas as estirpes 
M/XDR isoladas nos últimos 5 anos. 
Todas as estirpes foram analisadas relativamente à presen-
ça/ausência de mutações associadas à resistência aos anti-
bacilares de 1ª e 2ª linha através da utilização de plataformas 
gratuitas e online que permitem usar diretamente os dados 
de sequenciação de nova geração. Para a validação destes 
dados foi efetuado um estudo piloto (12) que definiu a estraté-
gia adotada pelo LNR-TB e a plataforma com maior congruên-
cia (TB Profiler) com os resultados fenotípicos. Observou-se 
uma correlação superior a 90% entre os resultados genotípi-
cos e os resultados obtidos com os testes de suscetibilidade 
convencionais. Desta forma, através da sequenciação total do 
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Figura 1: Fluxograma do diagnóst ico laborator ial baseado em metodologias convencionais 
e em sequenciação do genoma completo (whole genome sequencing - WGS).
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genoma de uma estirpe MTC é possível prever fenótipos de re-
sistência em cerca de uma semana, acelerando o diagnóstico 
de um possível caso de TB-M/XDR em cerca de 10 semanas. 
Neste estudo, e relativamente à definição de possíveis cadeias 
de transmissão verificou-se, numa primeira abordagem e tal 
como seria previsto, que estirpes com o mesmo perfil MIRU-
VNTR revelaram maior proximidade genética, muito embora 
também se tenha observado a existência de ligações gené-
ticas muito próximas entre estirpes com perfis distintos de 
MIRU-VNTR. Para validar a definição dos clusters encon-
trados e usando esta nova abordagem baseada em WGS, 
correlacionou-se os dados moleculares obtidos com a infor-
mação epidemiológica disponível acerca dos doentes. Como 
esperado, observou-se existir uma boa correlação entre a 
proximidade genética das estirpes e a força do vínculo epi-
demiológico dos doentes. De facto, todas as estirpes isola-
das de doentes com ligações fortes (familiares, amigos e 
colegas de trabalho) apresentaram uma elevada proximida-
de genética, isto é, com um cutof f abaixo de 0,4% de diferen-
ças alélicas entre as estirpes (figura 2 ). Quanto aos doentes 
sem ligação epidemiológica conhecida as diferenças gené-
ticas foram superiores a o cutof f estabelecido e aos limites 
previamente descritos noutros estudos envolvendo fenóme-
nos de transmissão recentes (7,8,18-20). No entanto, é impor-
tante referir que encontrámos estirpes muito próximas para 
as quais não havia dados epidemiológicos disponíveis, le-
vantando a hipótese de que algumas ligações entre doentes 
não terão sido detetadas. Esta observação ilustra a necessi-
dade de melhorar a deteção e investigação epidemiológica 
precoces (por exemplo, melhorando as investigações “de 
campo” e fortalecendo a comunicação entre as autoridades 
de saúde e o LNR-TB) para aliar os benefícios de uma vigilân-
cia laboratorial focada na deteção/confirmação de relações 
entre doentes, mais rápida e baseada em WGS, facilitando 
assim o rastreio de contatos. Finalmente, considerando que 
esta metodologia se baseia totalmente em ferramentas bio-
informáticas gratuitas e disponíveis online, acredita-se que 
a abordagem do presente estudo pode ser muito útil para 
todos os laboratórios com acesso a estas tecnologias, espe-
cialmente para aqueles com menos recursos.
_Conclusão
O LNR-TB do INSA está, neste momento, em condições de ga-
rantir uma vigilância laboratorial baseada em WGS que, por ser 
mais robusta e atempada, permite a deteção rápida de novos 
casos de doença, a monitorização de cadeias de transmissão 
existentes e a determinação célere de novas cadeias. A arti-
culação entre as diferentes unidades do INSA (figura 1) têm 
garantido o sucesso da execução rápida deste workflow de 
diagnóstico, diminuindo os tempos de resposta e aumentando 
o poder de discriminação e confiança dos resultados obtidos. 
A centralização deste diagnóstico e a genotipagem molecular 
por WGS, associadas à melhoria da articulação com as entida-
des clínicas e de saúde pública, constitui a força motriz para 
uma vigilância mais rápida e efetiva dos casos de TB-M/XDR, 
favorecendo assim a previsão da resistência aos antibacilares 
e a deteção precoce de cadeias de transmissão. 
Figura 2: Árvore filogenética simplificada de todas as estirpes 
analisadas, ilustrando a proximidade genética das 
estirpes de MTC baseada na aplicação de WGS. 
Cada círculo representa um per f i l genético; os círculos a cores repre-
sentam grupos moleculares de estirpes com l igação epidemiológica 
conf irmada; a cinzento – são grupos moleculares sem informação epide-
miológica disponível. As estirpes com proximidade genética ( i.e., abaixo 
do cut-of f def inido no estudo) estão l igadas com l inhas contínuas.
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